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The　Study　on　Acid　Glycosaminoglycans　and　Glycolipids　in　the　Brains
　　　　　　of　Patients　Affected　by　Genetic　Mucopolysaccharidosis
　　　　　　　　　Tomoyasu　IKENO
D6加フrオ〃Zの2’（ゾP6漉α’ガC∫，＆Z勿0γ0　ル164ゴ0α1　Co”咽6
　　　　　　　　（C屠げ」Pπゾ7＝翫加。）
　　　　Acid　glycosaminoglycans（AGAG）and　gangliosides　were　analyzed　in　the　brain　tissue　from
control　fetuses，　fetal　Hurler　syndrome，　control　children　and止ree　patients　af〔ected　by　genetic
mucopolysaccharidosis（Hurler　syndrome，　Hunter　syndrome　and　Morquio　syndrome）．　The　following
results　were　obtained．
　　　　AGAG　contents　in　the　brain　tissue　from　patients　with　Hurler　and　Hunter　syndromes　were
approximate．ly　1．5－3．O　fold　greater　as　compared　with　those　in　the　controls，　with　lnost　of　the　AGAG
being　much　more　degraded　than　those　from　the　controls　Dermatan　sulfate，　which　was　not　identified
in　the　control　brains，　comprised　about　20－40％of　the　total　AGAG．　On　the　other　hand，　AGAG
contents　and　molecular　weight　distribution　in　the　brain　tissue　from　the　patient　with　Morquio
syndrome　were　similar　to　tho．se　in　the　control　brain　tissue　and　moreover，　keratan　sulfate，　which　was
identified　in　the　liver，　was　not　detected　in　the　brain．
　　　　AGAG　contents　in　the　brain　tissue　from　the　fetal　Hurler　syndrome　were　also　2．O　fold　greater
and　N－sulfate　content，　which　was　not　identi丘ed　in　the　control　fetal　brains，　was　O．04カ日．　Dermatan
sulfate　comprised　1．6％of　the　total　AGAG，　but　the　molecular　weight　distribution　of　the　AGAG　was
similar　to　those　of　the　control　fetal　brains．　The　total　amount　of　brain　gangliosides　in　all　patients
assayed　here　was　similar　to　that　1n　the．　control　brain　tissue．　However，　a　greater　amount　of　GM2－
and　GM3－gangliosides　was　observed　in　the　brain　tissue　from　patients　with　Hurler　and　Hunter
syndromes．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　June　24，1981　and　accepted　August　31，1981）
1　緒 言
　骨格系の異常，肝脾腫，知能障害を主症状とする遺
伝性酸性ムコ多糖代謝異常症（genetic　mucopoly－
saccharidosis以下MPS症）は1917年，　Hunter　P
1919年Hurler2）の報告に始まり，その特有な顔貌のた
め，ガルゴイリズムと呼ばれていた．この．病因につい
て長らく諸説があったが，1952年，Brante3）がムコ多糖
（acid　glycosaminoglycans以下AGAG）の代謝異常
という概念を確立した．さらにDorfman　and
Lorinczl｝Meyer　et　al．5）が尿中にAGAGが増加するこ
とを見いだしてから広い検索が進み，Hurlerおよび
Hunter症候群以外の種々のMPS症が発見された．そ
の後，次々と欠損酵素が明らかにされ，現在，臨床症
状ならびに酵素学的に8型15種類に分類されている
（Table　1）？・7）
　MPS症の尿中のAGAGの分析は詳細に検討されてき
たが，臓器，特に脳における検索は充分とはいえない．
脳の分析は古くは1959年，Meyer　et　aL8）によって始
められたが，欠損酵素の立場からの詳細な分析は数
編9噌12）散見される程度である．
　教室の阿保13）はすでにMPS症における肝組織の
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Tab皿e　1ααss旗α’加（ゾG6ηθ蕗。脇κoρo加αoo野曝osθs
Disorder Eponym De丘cient　enzyme Stored　acid
　　glyCOSaminOglyCanS
MPSIH
MPSIS
MPSIH／S
MPSIIA
MPSIIB
MPS．III　A
MPS　III　B
MPS　III　C
MPS　III　D
MPSIVA
MPSIVB
MPS　VMPSVIA
MPSVI　B
MPS　VII
MPS　VII工
Hurler　syndrome
Scheie　syndrome
Hurler－Scheie　compound
Hunter　syndrome
Severe　form
Hしmter　syndrome
Mild　form
San丘1ippo　syndrome　A
Sanfllippo　syndrome　B
Sa面lipPo　syndrome　C
Sa面lipPo　syndrome　D
Morquio　syndrome
Classic　form
Morquio　syndrome
Variant　form
Vacant
α一L－Iduronidase
α一L－Iduronidase
α一L－Iduronidase
Iduronate　sulfatase
Iduronate　sulfatase
Sulfamidase
N－Acetyl一α一D－glucosaminidase
Acetyl－co　A：α一Glucosaminide
N－acetyltransferase
N－Acetylglucosamine－6－sulfatesulfatase
De㎜atan　sulfate
Heparan　sulfate
Dermatan　sulfate
Heparan　sulfate
Dermatan　su豆fate
Heparan　sulfate
Dermat皐n　sulfate
Heparan　sulfate
Dermatan　sulfate
Heparan　sulfate
Heparan　sulfate
Heparan　sulfate
Heparan　sulfate
H paran　sulfate
N－Acetylgalactosamine－6－sulfate　Keratan　sulfatesulfatase
β一Galactosidase
Chondroitin－6－sulfate
Keratan　sulfate
Maroteaux－Lamy　syndrome　N－Acetylgalactosamine－4－sulfate　De㎜atan　sulfate
Classic　form　　　　　　　　　　　　　　　　sulfatase
Maroteaux－Lamy　syndrome　　N－Acetylgalactosamine－4－sulfate　　Demlatan　su正fate
Mild　form　　　　　　　　　　sulfatase
β一Glucuronidase　de丘ciency　β一Glucuronidase　　　　　　　Dematan　sulfate
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Heparan　sulfate
N－Acetylglucosamine－6－Sulf－N－Acetylglucosamine－6－sulfate　sulf－Keratan　sulfate
ate　sulfatase　decifiency　　　　　atase　　　　　　　　　　　　　　　　　Heparan　sulfate
AGAGの詳細な分析結果を報告しているが，本編では
MPS症である1型のHurler症候群と胎児Hurler症
候群，II型のHunter症候群重症型，．　IV型の古典的
Morquio症候群の脳のAGAGおよび糖脂質について，
分析検討したので報告する．
　　　　　　　　　　2研究対象
　MPS症の1型のHurler症候群と胎児Hurler症候
群，II型のHunter症候群重症型，およびIV型の
Morquio症候群の4例の一70℃に保存した剖検脳につ
いて検索した．
　症例1　Hurler．症候群
　特徴的なガルゴイ様顔貌を呈し，高度な知能障害が
認められ，巨大な舌を有し，頸は極端に短かく太く，椎
体は卵円形で，肝脾腫，膀ヘルニア，角膜混濁を認め
た．肝のα一L－iduronidase活性の欠損を認めHurler
症候群と診断された2歳の女児例である．
　症例2　胎児Hurler症候群
　第1子，第2子，いずれもHurler症候群で死亡して
おり，第3回目の妊娠時に第18週で羊水穿刺を施行
し，培養羊水細胞中のα一L－iduronidase活性の欠損よ
りHurler症候群の胎児例と診断し，妊娠第22週で人
工中絶をおこなった胎児例で，中絶肝および脳でα一L
－iduronidase活性の欠損を確認した．
　症例3　Hunter症候群重症型．
　特有な顔貌，骨変形，高度の精神運動発達遅滞，膀
ヘルニア，尿中AGAGの排泄増加を認め，定形的
Hurler症候群と考えていたが，剖検肝のα一L
－iduronidase活性は正常で，　iduronate　sulfatase活性
の欠損を認め，Hunter症候群の重症型と診断された13
歳の男子例である．
　症例4Morquio症候群
　知能障害は認められず，骨変形が極めて高度でビー
ル樽様の胸廓，X脚，関節の腫大，全椎体の扁平化な
どがみられ，剖検肝のN－acetylgalactosamine－6
－s lfate　sulfataseの欠損を認めた古典的Morquio症
候群の14歳女児例である．対照群は1歳から10歳ま
での神経疾患が認められない小児3例と，社会経済的
な理由で人工中絶した5ケ月胎児3例である．脳は死
後4時間以内の剖検脳で，分析まで一70℃に凍結保存
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した．
3研究方法
3．1AGAGの抽出
　脳のAGAGの分離はBrunngraber　et　a114）の方法を
一部改変しておこなった（Fig．1）．脳組織309を細片
し，30m1のメタノールを加え，ワーリングブレンダー
で5～10分間撹絆後，二二重量の19倍容のクロロホル
ム：メタノール混合液（2：1，v／v）を加え，一昼夜放
置後，濾紙で濾過し，さらに脳残渣に脳湿重量の10倍
容のクロロホルム：メタノール混合液（1：2，v／v）を加
え，二昼夜放置後濾過し，脂肪抽出液を除いた．濾過
した脳残渣は自然乾燥後に粉砕し，湿重量1gにつき
4．5m1の0．1M酢酸緩衝液pH　5．5（5mM　cysteine
HC1，5mM　EDTAを含む）を加え撹拝後，パパイソ
（Sigma．　Chemical．　Co．）を緩衝液1m！につき0．175
mgを加え60℃，24時間shaking　water　bath中で蛋
白分解をおこなった．蛋白分解液を3，000回転で30分
間遠心分離し，残渣を撹拝後，蛋白分解を1回目と同
様におこなった．1回目と2回目の蛋白分解液の上清を
エパボレーターで約50m1に濃縮してDowex1－X2（Cl－
fo㎜200－400　mesh）のカラム（3×60　cm）に添加し，
蒸留水，0．25M食塩水，4．OM食塩水の順に各々
2，000m旦で段階的に溶出させた．0．25　M食塩水溶出液
および4．OM食塩水溶出液はSephadex　G－25カラム
（5×100cm）で脱塩し，蒸留水画分，0．25　M食塩水画
分，4．OM食塩水印肉をエバボレーターで濃縮し，一
定量に調整した．
3・2Sephadex　G－200　ゲルクロマトグラフィー
　Sephadex　G－200（Pharmacia　Fine　Chemicals，
Swedeのを0．025　M食塩水に懸濁し，沸騰水浴中で5
時間膨潤させ，放冷後0．8x80　cmのカラムに充填した．
これにウ・ン酸600μ9を含む4．OM食塩水画分の試料
溶液0．4～0．8m1を添加し，操作圧を15　cm水柱に保
ち，流速2． m1／hで2mZずつフラクションコレクター
に集め，ウロソ酸およびヘキメースを定量した．
3・3AGAGの電気泳動
　Seno　et　a115）の方法により0．2M酸カルシュウムを
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電極液に用いた．各試料をウロン酸濃度が0．5－1．0μg／
μ♂になるように調整し，Separax（セル「・一スアセテー
ト膜）の陰極側の端から約1cmの位置に1cm間隔に
スポットし，寒天ゲル電気泳動用泳動槽（常光産業）
を用いてlmA／cmの定電流で2時間電気泳動した．染
色は泳動後直ちに3％酢酸にトルイジンブルー0を
0．5％の割合に溶解した染色液で5～10分間おこない，
1％酢酸溶液で3～5分間脱染色後，水道水で10分間
水洗いした。標準試料のhyaluronic　acid（以下HA）．
chondroitin　4－sulfate（以下C－4S）chondroitin　6
－sulfate（以下C－6S）dermatan　sulfate（以下DS）
heparan　sulfate（以下HS）およびkeratan　sulfate（以
下KS）は組織由来のAGAG（生化学工業）である．
3・4AGAGの酵素消化
　分離精製したAGAG溶液20μ1（10μ1中ウロソ酸と
して50～100μ9を含む）にchondroitinase　ABC（以
下Chase　ABC　5単位／ample生化学工業）10μ」（0．3
単位）または，chondroitinase　AC（以下CHase　AC
5単位／ample生化学工業）10μ」（0．9単位）を加え，さ
らに，トリス緩衝液（トリスヒドロキシアミノメタン
3．Og，酢酸ナトリウム2．4g，食塩1．46g，牛血清ア
ルブミン50mgを0．13　N塩酸100　mJに溶解し，
pH　8．0に調整する．）10μ♂を加え，蒸留水で全量50
μ1とし，37℃，3時間，反応させた｝6）一方，AGAG
中のHAの消化は20　turbidity　reducing　units（以下
TRU）のstreptomyces　hyaluronidase（100　TRU／
ample，生化学工業）を0．02　M酢酸緩衝液pH　5．0，1
m1に溶解したものをウロン酸10μg当り3TRUを加
え，60℃，2時間，反応させた｝7｝
3・5．AGAGの分別定量
　C－4S，　C－6S，　chondroitin，　DS，　HAの定量は高速
液体クロマトグラフィー（high　perfomance　liquid
chromatography以下HPLC）でおこなった．　Partisil
－10Pacカラム（Whatman，　laboratories　clifton，
NJ）を付属した溶離供給装置（Model　638日立工業）
と検出器（UV－8，　photometor東洋ソーダ工業）で232
㎜の波長にて測定し，ク鯉トグラムのピーク面積，
保持時間の処理はChromatopac（Model　C－R工A，島
津工業）でおこなった．溶媒はアセトニトリル：メタ
ノール：0．5mo♂／Lギ酸アンモニウム（pH　4．8）（60：
20：20，v／v／v）を使用し，2m♂／minで溶出したi織19）
　はじめに標準試料の不飽和二糖である△DrOS
△Df－4S△Dr6S（生化学工業）とHAをstreptomyces
hyaluronidaseで消化した△Dご一HAのヘキソサミン量
を測定し，これを標準値として使用した．次いで一定
量のヘキソサミンを含みChase　ABC，　Chase　AC，お
よびstreptomyces　hyaluronidaseで消化した試料を
HPLCに注入し，保持時間，ピーク面積より，　C－4S，
C－6S，　chondroitin，　DSならびHAを定量した．　HSは
Chase　ABCおよびstreptomyces　hyaluronidaseで消
化されないAGAGのヘキソサミン量とした．
3・6AGAGの分析および測定方法
　ウロソ酸はOrcinol法20｝およびCarbazole法21）により
glucuronolactone当量として定量した，ヘキソサミン
はD－galactosamine　hydrochlorideを標準液にBoas
法22｝で，ヘキソースはanthrone法23）によりgalactose当
量として定量した．総硫酸基はDodgson　and　Priceの
方法14）N一面酸化グルコサミンはLagunoff　and
Warrenの方法25）によりheparin当量として定量した．
シアル酸はthiobarbituric　acid法26）によりN－acetyl
neuraminic　acid当量として定量した．グルコサミンと
ガラクトサミン比はアミノ酸自動分析計（KLA－5日立
工業）によりD－glucosamine　hydrochlorideおよびD
－galactosamine　hydrochlorideを標準に定量し算出し
た．脱アミノ反応はDische　and　Borenfreundの方
法2ηによりおこなった．
3・7　Gangliosideの抽出と分画定量
　糖脂質の抽出の大要はFolch法28）に従った．　AGAG
の抽出時，脱脂に使用した2回のクロロホルム，メタ
ノールを合わせ，クロロホルム：メタノール（2：1，v／
v）となるようにクロロホルムを適当量加える．これに
0．1MKCJ溶液を0．2倍容加え，血塗後2相に分配し
た．分配後，上層を除ぎ，下層を0．05MKC1を含む
pure　solvent　upper　phase，　KCJ塩を含まないPure
sdvent　upper　phaseで2回洗い，先の上層と合わせて
クロロホルムを除き4℃で充分透析し，凍結乾燥して，
粗ganglioside画分とした．得られた粗ganglioside面
分は一定量のクロロホルム：メタノール（2：1，v／v）
に溶解し，Suzukiのレゾシノール法変法29）で総N
－acetyl　neuraminic　acid（以下NANA）を定量した．
NANA量で20μ9のganglioside画分を厚さ0．25
mlnのsilica　gel　G（Merk社）プレートにスポットし，
クロロホルム：メタノール：2．5Nアンモニア（60：40：
9，v／v／v）で2回展開後，短時間ヨード蒸気に曝して各
分画を識別した．各分画の識別後，ヨード蒸気を完全
に除き，それぞれの分画をプレートよりかき出し，小
遠心管に取りsilica　gelを含んだままNANAを定量し
た．なお，Tay－Sachs病の脳より得られたGM2－gan－
gliosideとGMrgangliosidosisの脳より得られた
GMrgangliosideを同一プレート上で同時に展開し
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4・lDowexl－X2カラムによる分析成績
　蒸留水派分および0．25M食塩水画分は電気泳動で
トルイジンブルー染色されるAGAGのバンドが見いだ
されず，91ycoprotein並びにglycopeptideの画分であ
ることが確認された．一方，4．OM食塩水画分は電気
泳動から大部分AGAGの画分であることが確認され，
以下4．OM食塩水画分をAGAG画分として分析した．
　4・1・14．O　M食塩水画分（AGAGの画分）の分析
　AGAG画分の分析値をTable　2に示した．対照小児
脳では平均値でウロン酸0．09mg（0．09～0ユO　mg），ヘ
キソサミン0．20mg（0．17～0．22　mg），ヘキソース0．40
mg（0．28～0．55　mg），総硫酸基0．04　mg（0．02～0．08
mg），　N一硫酸グルコサミン0．02　mg（0．01～0．02　mg）
シアル酸0．12mg（0．10～0，14　mg）であり，一方，患
児例ではHunter症候群のウロソ酸0．20　mgで対照の
2．2倍，ヘキソサミン0．30mg，1．5倍，総硫酸基0．10
mg，2．5倍，　N一三酸化グルコサミン0．04　mg，2倍と
増加していた．Hurler症候群ではウロン酸0．24　mg，
2，7倍，ヘキソサミン0．32mg，1．6倍と増加しており，
また総硫酸基，N一三酸化グルコサミンもHunter症候
群と同様2～3倍に増加していた．しかし，Morquio症
候群はウロン酸，ヘキソサミンなど各成分いずれも対
照脳と同程度でありAGAGの蓄積はみられなかった．
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　対照胎児脳では平均値でウロソ酸0．09mg
（0．08～0．10mg），ヘキソサミン0．12　mg（0．10～0．14
mg），ヘキソース0．36　mg（0．31～0．40　mg），総硫酸
基0．04mg（0．04～0．05　mg），シアル酸0．08　mg
（0．07～0．09mg）であり対照小児脳で0．02　mg測定さ
れたN一三酸化グルコサミンは対照胎児脳では検出され
なかった．
　胎児Hurler症候群はウロン酸0．16　mg，総硫酸基
0．07mgで対照胎児脳の1．8倍，ヘキソサミン0．24
mg，2倍と増加しており，逆にヘキソースは0．24　mg
と低値であった．さらに，対照胎児脳で検出されなかっ
たN一硫酸化グルコサミンが0．04mgであった．
4・2Seplla“ex　G－200ゲルクロマトグラフィーによる
　　脳AGAGの分子量分布
　対照小児脳のウロソ酸分布は低分子画分と高分子画
分の均等な二峰性を形成しており，ヘキソースは低分
子西分を主成分とする二峰性を呈していた．Hurlerお
よびHmter症候群ではウロン酸は低分子画分を主成分
とし，ヘキソースは対照と同様の二峰性を形成してい
た．Morquio症候群ではウロン酸は対照と同様の分布
を呈していたが，ヘキソースは低分子三分が著明に増
加していた（Fig．2）．対照胎児脳のウロン酸分布は高
分子引分と低分子子分に均等に分布していた．一方，
胎児Hurler症候群はウロン酸，ヘキソース分布ともい
ずれも対照胎児と類似しており，HurlerおよびHunter
症候群に認められたようなAGAGの低分子化傾向はみ
Table　2・肋α壇。α♂ゴα孟α（～ズ伽ろ癬ηα磁9加osα纏η09砂‘α駕
Subject mg／g　wet　weight
Uronic　Hexosa－
acid　　　　mlneHexose
Total　　　N－Sulfatesulfate
　　　　　Glucosamine：Sialic　　　　Galactosamine　ratioacid
Control－A（10　Y．）
Control－B（3　Y．）
Control－C（1　Y．）
Control　fetus－A
　　　（5M）
Control　fetus－B
　　　（5M．）
Hunter　syndrome
　　　（13Y．）
Hurler　syndrome
　　　（2Y．）
Morquio　syndrome
　　　　（14Y．）
Fetal　Hurler　syndrome
　　　（5M。）
0．09
（0．65）＊
0ユ0
（0．61）
0．09
（0．50）
0．08
（0．98）
0．10
（0．87）
0．20
（0．82）
0．24
（0．92）
0．08
（0．61）
0．16
（0．82）
0．17
（1．00）
0．20
（1．00）
0．22
（1．00）
0．10
（1．00）
0．14
（1．00）
0．30
（1．00）
0．32
（1．00）
0．16
（1．00）
0．24
Gl．00）
0．28
（1．97）
0．55
（3．29）
0．36
（2．00）
0．40
（4．79）
0．31
（2．65）
0．40
（1．60）
0．40
（1．50）
0，32
（2．39）
0．24
（1．19）
0．02
（0．26）
0．02
（0。22）
0，08
（0．82）
0．04
（0．90）
0．05
（0．80）
0．10
（0．75）
0．11
（0．77）
0．07
（0．98）
0．07
（0．65）
0．02
（0．27）
0．01
（0．11）
0．02
（0．21）
n．d．
n．d．
0．04
（0．30）
0．03
（（0．21）
0．02
（0．28）
0．04
（0．38）
0．10
（0．41）
0．13
（0．45）
0．14
（0．44）
0．07
（0．49）
0．09
（0．45）
0．13
（0．30）
0．13
（028）
0．11
（0．48）
0．11
（0。32）
86　．　14
84
83
84
80
54
58
89
78
16
17
16
20
46
42
11
22
＊The　numbers　in　brackets　are　molar　ratios　per　hexosamine
n．d．＝not　detected
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Sephadex　G－200　gel　elution　patterns　for　AGAG　from　brain　tissue　of　the　control　children　and
patients　affected　by　genetic　mucopolysaccharidosis（Hurler　syndrome，　Hunter　syndrome　and
Mor　quio　syndrome）．
（●）　：uronic　acid　（carbazole），　　　（△）　：uronic　acid　（orcinol），
（○）　：hexose，　（↑）　：blue　dextran
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Sephadex　G－200　gel　elution　patterns　for　AGAG　from　brain　tissue　of　the　control　fetuses　and
fetal　Hurler　syndrome．
（●）　：uronic　acid　（carbazole），　　　（△）　＝uronic　acid　（orcinol），
（○）　：hexose，　（↑）　：blue　dextran
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Fig．4　Cellulose　acetate　electrophoresis　of　standard　AGAG　and　the　AGAG　in　brain
　　　　tissue　from　patient　affected　by　Hurler　syndrome　in　O．2M　calcium　acetate　at
　　　　1．O　mA／cm　for　2　hr．
　　　　1：Before　nitrous　acid　treatment　　2＝After　nitrous　acid　treatment　　3＝After
　　　　chondroitinase　ABC　digestion　　4：After　chondroitinase　ABC　digestion　and
　　　　nitrQus　acid　treatment　　5：After　chondroitinase　AC　digestion
られなかった（Fig．3）．
4・3脳のAGAGのセルロースアセテート膜電気泳動
　Fi2．4の如く，　Hurler症候群ではChase　ABC消化
後とCHase　AC消化後間で量的な．差異がみら．れ，この
差はDSの．存在の為と考えられた。さらに脱アミノ反応
によってHSの一部が消失することによりN一二酸化グ
ルコサミンを含んだHSとN一アセチル化グルコサミン
を含んだHSの2種類のHSが確認された．　HI皿ter症
候群についてもHurler症候群と同様の結果が得ら．れた．
Morquio症候．群ではChase　ABCとChase　AC消化
後間で差異がみられずDSの蓄積はなく，さらに肝に存
在していたKS30）も確認されなかった。
4・4HPLCによる分析
　HPLCによるスタンダードの不飽和二糖のelution
patternはFig．5の如くである．対照小児ではChase
ABC，　Chase　AC消化後のelution　pattern問には△D∫
一〇S△Df－4S△D「6Sおよび△DrHAの差異はなく，
一方，Hunter症候群ではFig．6の如く，　Chase　ABC
消化後がChase　AC消化後に比して△Dr4Sのピーク
が高く，この差異がDSであった．　Hurler症候群でも
Hunter症候群と同様のelution　patternが得．られた．
さらに，胎児Hurler症候群の電気泳動ではDSの存在
は明らかでなか．つたが，HPLCの方法ではDSが1．6％
あり，微少な量も測定可能であった．またHPLCでの
分析結果はアミノ酸自動分析計でのglucosamineと
凸HA
り，0 6，34
os
』r㏄
ユ1。5　　15，4
4S
凹fnutes
Fig．5　High　performance　liquid　chromatography　of
　　　　the　four　standard　unsaturated　disaccharides．
　　　　Column：Partisil－10　pac　4。6cm×25cm　id，
　　　　Solvent　delivery　system：acetnitrile－metha・
　　　　nol－0．5mol／L　ammonium　formate（pH　4．8）
　　　　（60：20：20，v／v／v），　Flow　rate：2．O　m旦／
　　　　min．，　Pressure＝50－100kg／cm2，　Detector
　　　　：UV　232nm．0．16　AUFS．
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Fig．6　High　performance　liquid　chrQmatography　of　enzymatic　degradatiQn　products　of　AG．AG｛n　the
　　　　　　brain　tissue　from　a　control　child　and　Hunter　syndrome．
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galactosamine比によ一く類似していた．例えば，対照小
児脳では91ucosamine：galactosamine比の平均値は
84：16に対し，HPLCの分析より求めた結果では
91ucosamineを成分とするHAとHSは70～80％，一
方galactosamineを成分とするC－4S，　C－6S，　DSおよ
びchondroitinの合計は20～30％であった．また
Hunter症候群では91ucosamine：galactosamine比は
54：46に対し，HPLCの分析より求めたHAとHSの
合計は49％，C－4S，　C－6S，　DS，およびchondroitinの
合計は51％とDSの増加の分だけgalactosamineの占
める割合が増加していた、
4・5脳のAGAG組織
　脳のAGAG組織をTable　3に示した．対照小児脳で
はHSが50～70％と圧倒的に多く，次いでHAの
10～30％，chondroitin，　C－4S，およびC－6Sの
5～12％であった。いずれの対照小児脳でもDSは存在
しなかった。一方，患児例ではDSがHurler症候群で
17．7％，Hunter症候群で33．9％も占めていた．他の
AGAGの組織は対照小児脳と同様であった．　Morquio
症候群ではDSは認められず対照小児脳と全く同様の組
・成を示した．対照胎児脳ではHSが50～70％と多く，
次いでHA，　C－4S，　chondroitinおよびC－6Sの順であ
り対照小児脳と同様の組成で加令による変化はみられ
なかった．一方，胎児Hunter症候群では少量であるが
DSが1．6％みられた．このDSは胎児Hurler症候群で
1．6％，2歳Hurler症候群で17．7％，13歳Hunter
症候群で33．9％と増加しており，Hurlerおよび
Hunter症候群では胎生期よりDSが蓄積し，しかも加
令とともに増加していくことが推定された．
4・6脳のgangliosidesの分析
　脳のgangliosideの分画パターンをFig．7に，分析値
をTable　4に示した．対照小児脳の湿重量比のシアル
酸含有量は平均値で0．66mg（0．64～0．69　mg）でgan－
glioside分画パターンに於いて，　GD1。一gangliosideおよ
びGM2－gangliosideで60～70％と大部分を占めた．一
方，患児例では，シアル酸含有量の増加はみられない
が，gangliosideの分画パターンが対照小児脳に対して，
HurlerおよびHunter症候群では違いがみられた．
Hunter症候群ではGM2－gangliosideが5．8％と対照
脳の1．5倍の増加，GM3－gangliosideが7．2％と2．7
倍に増加しており，Hurler症候群ではGM2－ganglio－
sideが7．5％と2．0倍の増加，　GM3－gangliosideが
12％で4．5倍に増加していた．しかし，Morquio症候群
ではシアル酸含有量，並びにgangliosideの分画パター
ン何れも対照小児脳と類似していた．一方，対照胎児
脳はシアル酸含有量は平均値で0．31mgと対照小児脳
の彪と低値を示していたが，主たるganglioside分画パ
ターンはGDIa－ganglioside，　GM1－gangliosideで
60～70％を占め対照小児脳と類似していた．胎児
Hurler症候群はシアル酸含有量，　ganglioside分画パ
ターンいずれも対照胎児脳と同様で，Hurler症候群お
よびHunter症候群に認められたGM2－gangliosideや
GM3－gangliosideの増加は確認されなかった．
Table　3　Co吻os漉。π（ゾ孟ぬ6δ雇ηαoゴ49砂60sα窺蜘9砂。α％s（％（ゾ彦。鰯肱。∫α〃z勿θ）
Subject Chondroitin　　Dermatan　　Chondroitin　Chondroitin　Hyaluronic　　Heparan
4－sulfate　　　　　sulfate　　　　　6－sulfate　　　　　　　　　　　　　　　　　acid　　　　　　　sulfate
Control－A（10　Y．）
Control－B（3　Y．）
Control－C（1　Y．）
Control　fetus－A
　　　　（5M．）
Control　fetus－B
　　　　（5M）
Hunter　syndrome
　　　（13Y．）
Hurler　syndrome
　　　（2Y．）
Morquio　syndrome
　　　　（14Y．）
Fetal　Hurler　syndrome
　　　　　　（5M．）
9．4
12．4
10．5
9．8
11．7
7．9
4．9
14．2
4．6
n．d．
n．d．
n．d．
n．d．
n．d．
33．9
17．7
n．d．
L6
4．2
5．4
3．0
1．3
6．8
3．1
3．9
7．3
3．1
12．7
6．8
5．3
6．1
6．7
6．3
8．6
6．9
4．9
22．8
27，2
9．9
14．2
15．9
22．3
エ0．1
25．5
18．0
50．9
48．2
71．3
68．6
58．9
26．5
54．8
46．1
67．8
n．d．＝not　detected
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Fig．7　Thin－layer　chromatogram　of　gangliosides　in　the　brain　tissue　from　patients
　　　affected　by　genetic　mucopolysaccharidosis．
Table　4　Co祝ρos痂。η（～r　g磯g麗osJ4召s珈翫召6癬η
　　　NANA（皿9／gwet　weight）
Distribution　of　NANA（％）
GT】 GDLd GDla GM1 GM2 GM5
Control－A（10　Y．）
Control－B一（3　Y．）
Control－C《1　Y．）
Control　fetus－A
　　　　（5M）
Control　fetus－B
　　　　（5M。）
Hunter　syndrome
　　　（13Y．）
Hurler　syndrome
　　　（2Y．）
Morquio　syndrome
　　　　（14Y．）
Fetal　Hurler　syndrome
　　　　　　（5M．）
0．66
0．69
0．64
0．31
0．31
0．51
0．75
0．65
0．36
14．5
11．6
11．5
14．2
15．4
15．4
9，5
13．2
18．5
15．4
15．6
11．5
9．5
10．8
21．5
14．6
15．2
11．9
41．5
39．2
40．6
53．6
48．9
31．9
33．1
37．7
47．1
22．5
27．2
29．2
14．9
17．5
18．2
23．3
27．2
15．5
3．8
3．8
4．1
5．4
5．7
5．8
7．5
3．7
5．7
2．3
2．6
3．1
2．4
1．7
7．2
12．0
3．0
1．3
5考 按
　現在，一般にAGAGの各組成の定量に使用されてい
る方法は，抽出したAGAGの酸素消化後の不飽和還元
糖をペーパークロマトグラフィーや薄層クロマトグラ
フィーで展開し，紫外線部の吸光度やヘキサミン，ウ
ロン酸を測定する方法である｝6｝しかし，この方法は繁
雑で，時間も要し，分離も充分とはいえない，一方，
HPLCの方法は短時間に，正確におこなえる．特に微
量な三分も測定可能であることが重要で，本研究の胎
児Hurler症候群の微量なDSは電気泳動では明らかで
なかったが，HPLCの方法で確認出来たことは，　HPLC
の方法が非常に鋭敏な方法であることを示している．今
後HPLCの方法がAGAGの定量法に導入されること
が期待される。
　脳のAGAGおよび糖脂質の分析は白質と灰白質に分
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個々に測定している報告軌10エもみられるが有意差は認め
られない．それ故に本研究に於いて，白質と灰白質に
分離せずにAGAGと糖脂質を分析した．
5・1加齢とAGAG　　　　　　　　　　’
　脳の発達とAGAGの関連については，種々の報告が
あり，AGAGは脳の成熟と分化に重要な役割を演じて
いるといわれている｝1β1～34）一般に胎児から乳幼児期の
脳にはAGAGが多いとされており，特に軸索にAGAG
が多いとする報告11）や，ミエリン鞘の形成にHAが必
要であるとする報告12）さらにHA，特に水溶性のHA
が脳の成熟分化に重要であるとする報告33）などがみられ
る．Singh　and　Bachhavat34）は正常脳にはHA，　C－4S，
G6S，　DS，およびHSの5種類のAGAGが存在し，発
生初期にはHAとC－6Sが多く，成熟と共に減少し，逆
にC－4Sが増加してくると論じている．このように
AGAGの量ならびに組成には加齢的変化が報告されて
いるが，本研究ではAGAGの量ならびHAやコンドロ
イチン硫酸には加齢的変化はみられなかった．しかし，
N一河酸化グルコサミンが胎児脳には測定されず小児脳
に測定されたことはN一アセチル基とN一硫酸化グルコ
サミンを右するHSの中で，特にN一硫酸化グルコサミ
ンを有するHSが生後出現すると考えられた．
5・2MPS症と脳AGAG
Hunter症候群はHurler症候群の軽症型，不全型と考
えられ，長らく両者の相違については問題にされなかっ
た．1965年，McKusick　et　alr5）が遺伝形式，臨床所
見，尿のAGAGの排泄パターンより分類し，　Hunter
およびHurler症候群は独立した疾患として分類される
ようになった．その後，Bach　et　a1，16）Matalon　and
Dorfman37｝のHurler症候群の欠損酵素であるα一L
－iduronidaseの発見，続いてBach　et　al　981により
Hunter症候群はiduronate　sulfataseの欠損であるこ
との証明により完全にそれぞれ独立した疾患と認めら
れた．その後，次々とMPS症に於いて欠損酵素は証明
されたが，脳の詳細なAGAGの分析はわずかにCon－
stantopoulos　et　al？噌11》Dekaban　and　Constanto－
poulos12）が報告しているだけである．本研究ではHurler
およびHunter症候群いずれもウロン酸，ヘキソサミン
値が1．5～3倍に増加しており，その蓄積AGAGの分
子量は低分子が主体で，組成はDSならびにHSであっ
た．この結＝果は，Constantopoulos　et　alglの報告と一
致していたが，両者の臨床所見の相違を説明しうる蓄
積しているAGAGの差異はみられなかった．
　さらに以前よりAGAGの蓄積と知能障害との関連に
ついて論じられており，Kaplan391はHSが知能障害と
関連があり，角膜混濁，心臓障害はDSに由来すると報
告している。HurlerおよびHunter症候群では両患児
とも重度の知能障害がみられたが，DSの蓄積が主体で
あった．一方，Hunter症候群の軽症型では知能指数が
むしろ高い例40）や，知能障害，関節運動障害がみられ
ず，わずかにcarpal　tunnel徴候を呈するだけの報告41）
もある．同じ酵素欠損であるのに臨床所見の相違は
Hunter症候群のみならずα一L－iduron量dase欠損である
1型のHurler症候群とScheie症候群との間に認めら
れ，欠損酵素と臨床症状の多様性について今後の解明
が待たれる点である．
　Morquio症候群は骨変形が著明で尿中にKSの排泄
を特徴とするが，脳のAGAG分析報告は著1老の調べた
範囲では見当らない．Morquio症候群の欠損酵素は
1974年，Matalon　et　alチ2）がhexosamine－6－sulfate
sulfataseであることを見いだし，さらにDiFerrante　et
al，3｝はhexosamine－6－sulfate　sulfataseには，尿中，
諸臓器にKS，　C－6Sを排泄増加ならび蓄積するN
＿acetylgalactosamine－6－sulfate　sulfatase（古典的
Morquio症候群の欠損酵素）とKS，　HSが排泄増加な
らびに蓄積するN－acetylglucosamine－6－sulfate
sulfatase（MPS皿型の欠損酵孝）の2種類を報告した．
本症例はMinami　et　a134）がN－acetylgalactosamine
－6－sulfate　sulfataseの欠損をすでに報告しており，ま
た当教室の阿保13）は肝臓にKSとC－6Sが蓄積している
ことを確認しており，古典的Morquio症候群の例で
あった．Koto　et　alチ5）は脳の組織学的所見にinclu－
sion　bodyがあり，しかも，　Hpid特にgangliosideの定
量値ならび分画は正常であることから，AGAGのKSが
蓄積していると考えられると報告している．しかしな
がら，本症例は組織学的検索はおこなっていないが，分
析結果ではAGAGの分子量分布も対照児と全く同様で
あり，肝臓に蓄積していたKS，　C－6Sの脳への蓄積は
みられなかった．したがって脳においてはKSは代謝さ
れていないと考えられ，古典的Morquio症候群には知
能障害が認められないことのうらづけと考えられた．
5・3胎児Hurler症候群と脳AGAG
　胎児Hurler症候群の脳におけるAGAGの詳細な報
告は軽んどなされていない．本研究の胎児Hurler症候
群の分析ではウロン酸，ヘキソサミソ値が1．5～2倍に
増加しており，対照胎児脳に認められないN一硫酸化グ
ルコサミンが0．04mgあり，その組成として対照胎児
脳に認められなかったDSが1．6％占めていた．このよ
うに胎児期よりAGAGは蓄積していたが，　AGAGの
分子量分布は対照胎児脳と類似しており，一方，同胎
400 池　野　知　康 札幌医誌
児の肝臓においては大部分が低分子三分である46）ことか
ら肝臓には脳より早期に低分子のAGAGが蓄積される
と考えられた．
5・4　MPSと脂質異常
　MPS症における脂質異常，酸性水酸化酵素異常は古
くより報告されている1α47～541糖脂質ではGM1一，　GM、一，
GM3，　GD－ganglioside，　lactosyl　ceramideなど，種々
の三分の増加が報告されているiα4Mglこの変化につい
てConstantopoulos　and　Dekaban49）はAGAG：量，組
成，構造，分子量の変化が脂質の代謝に影響を与える
とし，AGAGの蓄積がないScheie症候群でganglio－
sideに変化がみられなかった事よりうらづけられると
論じている．本研究に於いて，シアル酸含有量は，い
ずれの患児とも有意差はなかったが，AGAGの蓄積し
ていたHurlerおよびHmter症候群ではGM2一，
GM3－gangliosideが増加しており，一方，　AGAGが蓄
積していなかったMorquio症候群ではgangliosideの
量，分画パターンに変化はみられなかった．この事実
はConstantopoulos　and　I～ekaban49）の説を支持できる
と思われる．しかし，一方，AGAGは蓄積していたが，
ganglioside分画パターンに変化をみなかった胎児
Hurler症候群の所見については，　ganglioside分画パ
ターンの変化が単にAGAGの蓄積による二次的変化で
あり，いまだ変化が現われない時期とも考えられるが，
さらにHurlerおよびHunter症候群の脳に蓄積して・い
るAGAGは低分子画分であり，胎児Hurler症候群の
蓄積AGAGは，まだ低分子化されていないことを考え
ると，特に低分子三分のAGAGがgangliosideの代謝
になんらかの変化を及ぼすとも考えられた．
　さらに，これらのgangliosideの分解に関係するβ
一galactosidase活性の低下，　hexosaminidase活性の
上昇などが，HurlerおよびHunter症候群に於いて報
告されている｝脚下55｝この変化についてKint50）はAGAG
と酵素が結合してisoenzymeに変化を生じ，活性が低
下するためと報告している．本研究のHurlerおよび
Hunter症候群でもβ一galactosidase活性の低下と
hexosaminidase活性の上昇がみられ16）さらにMinami
et　a157）．は，肝臓でこのhexosaminidase活性の
isoenzyme分画パターンを分析し，　hexosaminidase
Aが変化していたと報告している．一方，Morquio症
候群は，これらの酵素活性は正常であった．このこと
は上述のgangliosideの変化同様，　AGAGの蓄積が酵
素活性の変化と関連があるものと思われた．しかし，β
一galactosidase活性の低下，　hexosaminidase活性の
上昇がみられることは理論上はGMI－gangliosideの上
昇，GM2－gangliosideの低下を引き起こすはずである
が，GM2一，　GMrgangliosideが上昇していた．さらに
Rushton　and　Dawson58）1よin　vitroでAGAG，特に
DS，　HSの負荷でneuraminidase活性が上昇すると報
告しており，この場合，GM、一gangHosideが低下する
はずである．しかし，現在のところ，MPS症で，
GM3－gangliosideが低下している報告はなく，このよ
うな酵素と蓄積しているgangliosideとの関連について
明らかな説明がなされていない．しかし，Kint　et　a1，1）
のβ一galactosidase活性の低下と異常isoenzymeの報．
告や，M nami　et　al多7）のhexosaminidase活性の上昇
とhexosaminidase　Aの性質の変化の報告などがあり，
単に総活性の上昇ないし低下だけでなく，同時に
isoenzymeにも変化を生じていることがgangliosideの
蓄積に関係しているとも考えられる．
6　結 語
　MPS症の1型のHurler症候群，胎児Hurler症候
群，II型のHunter症候群重症型およびIV型の
Morquio症候群の4回目脳のAGAG，および糖脂質に
ついて検索し，以下の成績を得た．
　6・1Hurler症候群の脳AGAGは湿重量比でウロン
酸は0．24mgで対照小児脳の2．7倍，ヘキソサミン値
0．32mg，1．6倍と増加していた．その組成は対照小児
脳には認められないDSが17．7％も占めており，大部
分が低分子化したAGAGで構成されていた．
　6・2Hunter症候群の脳AGAGはウロン酸で0．20
mg，対照小児脳の2．2倍，ヘキソサミソ値0．30　mg，
1．5倍と増加しており，組成としてDSが33．9％占め，
分子量も低分子が主体であった．
　6・3Morquio症候群の脳AGAGはウロン酸，ヘキ
ソサミン値，分子量分布，いずれも対照小児脳と同様
であり，しかも肝臓に蓄積していたKSは存在しなかっ
た．
　6・4　胎児Hurler症候群の脳AGAGはウロソ酸は
0．16mgで対照胎児脳の1．8倍，ヘキソサミン値0．24
mgで2．0倍に増加しており，さらに対照胎児脳には検
出されないN一硫酸化グルコサミンが0．04mg存在した．
組成はDSが1．6％占めていたがAGAGの分子量分布
は対照胎児脳と類似していた．
　6・5糖脂質は各疾患いずれもシアル酸含有量には有
意差は認められなかったが，AGAGの蓄積していた
HurlerおよびHunter症候群のGM2一，　GM3－ganglio・
s de分画は増加していた．
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